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(57) Abstract 

The invention concerns magnetic and heat-sensitive particles having a predetermined size between 0.05 and 10 /*m, each particle 
comprising: an inner composite core consisting of a solid organic or inorganic particle, containing within it a magnetic filler; an outer coating 
based on a polymer capable of interacting with at least a biological molecule, the outer polymer is heat-sensitive and has a predetermined 
low critical solubility temperature (LCST) ranging between 10 and 100 °C and preferably between 20 and 60 °C. The invention also 
concerns methods for obtaining said particles and their uses. The particles are characterised in that there is an intermediate layer between 
the inner core and the outer layer isolating said inner core magnetic filler with respect to said functional ised outer layer. Said invention is 
particularly useful for separating proteins and/or nucleic acids. 

(57) Abrege* 



La presente invention concerne des particules magndtiques et thermosensibles, ay ant une taille pr6d6terminee comprise entre 0,05 et 
10 fim, chaque particule comprend: un noyau composite interne constitud d'une particule organique ou inorganique solide, contenant en son 
sein une charge magngtique; et une couche exteme a base d'un polymere susceptible d'interagir avec au moins une molecule biologique, 
le polymere exteme est thermosensible et presente une temperature critique infdrieure de solubility (LCST) pr6d£terminee comprise entre 
10 et 100 °C et de preference entre 20 et 60 °C. L* invention concerne egalement des process d'obtention et des utilisations de telles 
particules. Les particules se caractensent par le fait qu'une couche intermSdiaire est presente entre le noyau interne et la couche exteme, qui 
isole la charge magn6tique dudit noyau interne par rapport a ladite couche externe fonctionnalisee. Ladite invention trouve une application 
pr6f6rentielle dans la separation des prolines et/ou des acides nucl6iques. 
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Particules xnagn6tiques perfectionnees, leurs proc^des 
d'obtention et leurs utilisations dans la separation de 

molecules 

La presente invention concerne des particules 
5 magn6tiques et thermosensibles, ayant une taille pr6d6terminee 
comprise entre 0,05 et 10 \m, qui comprend, d' une part, un 
noyau composite interne et, d' autre part, une couche externe £ 
base d' un polymere susceptible d' interagir avec au moins une 
molecule biologique . L' invention concerne egalement des 

10 proc6d6s d' obtention et des utilisations de telles particules. 

Dans 1/ expose qui suit, le terme composite est 
synonyme de compose magnetique simple, tel que de la ferrite, 
ou complexe, tel que de la ferrite distribute, incorporee ou 
enrobee dans une matrice polymere. 

15 Ce noyau composite interne peut avoir un diametre 

compris entre 20 nm et 10 fun. 

Le diagnostic biologique consiste a deceler une 
maladie £ partir de 1' analyse de prel^vements biologiques 
(urines, sang, liquide cephalo-rachidien, sediment, crachat, 

20 etc...)- Dans ce cadre de la recherche, on souhaite notamment 
pouvoir extraire et concentrer, dans des conditions 
compatibles avec les tests d' activity de certaines prottines 
ou des acides nucltiques, afin . de mettre en Evidence la 
presence, chez les personnes malades, d' une proteine ou d' une 

25 sequence d'ADN ou d'ARN particuli£re . Dans le cas des 
prot6ines, les mtthodes actuellement utilisees consistent a 
introduire dans le milieu une grande quantite de sels qui 
entrainent la precipitation des prottines, puis de separer 
prottines et sels par centrif ugation. Mais ces mtthodes sont 

30 tres lourdes et, en outre, les proteines ainsi extraites sont 
souvent d6natur6es, c'est-£-dire qu' elles ont perdu leurs 
propri6t§s biologiques. Ceci explique 1' int6ret port<§, depuis 
quelques ann6es, aux latex magn§tiques dans le domaine 
biomedical . 

35 En effet, les supports polymdres sous forme de latex 

sont tr6s utilises car ils pr^sentent de nombreux avantages. 
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en particulier celui d' of f rir une grande surface specifique 

2 

(plusieurs dizaines de m ) par gramme de particule. 

L'Stat de la technique peut etre defini par les 
documents EP-A-0 . 106.873 et EP-A-0 . 446. 260 qui decrivent des 
5 particules superparamagnStiques et monodisperses comprenant un 
noyau poreux a base de copolymere polystyrene/divinylbenzene 
dans lequel sont incorpores des grains d'oxyde de fer 
magnetique f et une couche externe fonctionnalis&e susceptible 
d' interagir avec des sondes d' acides nucleiques. 

10 Selon le procede de preparation des particules 

decrites dans ces documents, les oxydes de fer magnetiques 
sont incorpores par pr6cipitation des sels correspondents / ce 
qui limite la proportion de charge magnetique incorporee, et 
ne permet d' obtenir la charge magnetique qu'en une raonocouche 

15 en surface, ce qui peut induire des phenomenes d' inhibition 
des activites des biomolecules . 

De meme, le document EP-A-0 . 585 . 868 decrit des 
particules magnStiques constitutes par un noyau a base d f un 
premier polymere et d'une couche magnetique recouvrant le 

20 noyau constitute d f un second polymere dans lequel est 
distribue le matSriau magnetique a Jbase de ferrite r et capable 
d' interagir avec un antigene ou un anticorps f le mattriau 
magnetique ttant de*pos& par precipitation des sels de fer. 

Le materiau magn6tique incorpore est directement 

25 expose aux traitements ulterieurs des particules et il 
s'ensuit une perte de la charge au cours de 1' utilisation des 
particules, ce qui peut entrainer des problemes notamment 
d' inhibition enzymatique et de denaturation * d' entites 
biologiques . 

30 Le document WO-A-94/09368 a pour objet 1 ' utilisation 

de gelatine en lieu et place du polymere a base de dSrivts 
d f acrylamine / comme nous le preconisons. Ce document propose 
neanmoins un agent de reticulation. 

Pourtant la gelatine a des fonctions totalement 

35 differentes de celles d f un polymere tel que revendique. Ainsi 
la g61atine n' est absolument pas thermo-sensible et il n' etait 
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pas du tout av£r£ que la reticulation de derives d' acrylamine 
thermo-sensibles conduise a 1' emprisonnement des inclusions 
magnetiques pr6sentent dans le noyau interne . 

Selon 1' article de A. KONDO, (A. KONDO, H. KAMURA, et 
5 K. HI GAS HI TAN I (1994) Appl . Microbiol. Biotechnol. , 41, 99- 
105) un proced& d' obtention de particules magnetiques est 
connu, qui comprend un noyau a base d'un premier polymere 
consistant en un polystyrene et dans le<juel est distribuS un 
mat6riau magnetique, et une couche hydrophile recouvrant le 

10 noyau, a base d f un polymere thermosensible consistant en du 
poly (N-isoproprylacrylamide) . Le procede decrit comprend les 
deux etapes suivantes . Selon une premiere etape pour 
1' obtention du noyau magnetique, on met en contact le matSriau 
magnetique avec du styrene en presence d f un amorceur de 

15 polymSrisation. Selon une seconde Stape pour l f obtention de la 
couche hydrophile, on met en contact le noyau obtenu avec du 
N-isoproprylacrylamide et de l f acide methacrylique, en 
presence de l f amorceur de polymerisation precedent. Sur les 
particules ainsi obtenues, on fixe de la serumalbumine bovine 

20 pour ensuite procSder A 1' isolement d' anticorps diriges contre 
la serum albumine bovine, prSsents dans un echantillon. 

Ce document propose des particules magnetiques qui 
comporte des inclusions de matiere magnetique ' presente au 
niveau du noyau interne et/ou de la couche externe. Bien 

25 entendu, si ladite couche externe comporte des inclusions, 
celles-ci pourront §tre relargu£es dans le milieu reactionnel 
et nuire £ d' 6ventuelles applications et utilisations dans le 
domaine biologique et/ou du diagnostic n£cessitant des 
reactions specif iques. D'ailleurs, il n' y a pas d' utilisation 

30 d' agent de reticulation et done aucune formation d' une couche 
interm6diaire . Si de telles particules sont mises en presence 
d'un solvant, les inclusions seront liberies dans le milieu 
reactionnel, meme si ces inclusions ne sont pr6sentes qu'au 
niveau du noyau interne. De plus, lesdites particules ne sont 

35 efficaces que pour les prot£ines. La separation des acides 
nucieiques n' est pas envisageable . 
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Ainsi pour assurer une s6paration aussi efficiente que 
possible de ces partlcules dans 1' echantillon, les demandeurs 
ont eu recours a une thermofloculatlon selon laquelle on 
augmente la temperature de I' echantillon , qui intervient pour 
5 completer 1' action d* un champ magnetique. II s'agit du 
document WO-A-97/45202 qui propose des particules qui sont 
superparamagn6tiques , qui ont une charge magnetique distribuSe 
de maniere tres homogene, dont la proportion peut varier entre 
1 et 80 %, en particulier de 25 et 80 % en poids par rapport 

10 au(x) polymere (s) constituant les particules. La presente 
invention permet d f atteindre des proportions de charge 
magnetique incorpor&e eievees, en particulier car le proc6de 
employe permet de repartir la charge magnetique sous forme de 
multicouches. II en resulte un avantage considerable a savoir 

15 la possibilitS de s6parer effica cement de 1 9 Echantillon , les 
particules de 1' invention, sans avoir recours a 1' action 
combinee d f une autre technique de separation, telle que la 
floculation, 

Cette invention a un objectif different de celui de la 

20 presente invention* De plus, il y a une couche interne 
magnetique qui recouvre un noyau qui n' est pas magnetique . On 
note par ailleurs 1' absence de couche intermediaire . Cette 
configuration n'empeche pas le relargage des inclusions 
magn6tiques de la couche interne dans le milieu reactionnel. 

25 si ces particules repondent a la plupart des attentes 

des biologistes, elles comportent un certain nombre 
d' inconvenients . Ainsi ces particules ne permettent pas, 
premierement, de separer les proteines des acides nucleiques, 
ce qui peut etre particulierement interessant en fonction des 

30 travaux entrepris (identification d'anticorps, amplification 
de sequences, etc), et deuxiemement , les acides nucleiques, 
Ainsi, dans le cas de separation d' acides nucleiques, les 
particules selon 1' invention n' inhibent pas les dif f erentes 
techniques d' amplification qui peuvent etre utilisees (PCR, 

35 NASBA, TMA) . Enfin, il n' est pas absolument n6cessaire de 
relarguer les substances extraites (proteines ou acides 
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nucleiques) par rapport aux particules, les tests 
d f identification ou d' amplification peuvent etre effectues 
directement apres la separation magnetique. 

A cet effet, la presente invention concerne des 
5 particules magnetiques et thermosensibles, ayant une taille 
predeterminee comprise entre 0,05 et 10 pm, chaque paricule 
comprend : 

un noyau composite interne constitue d' une particule 
organique ou inorganique solide, contenant en son sein une 
10 charge magnetique, et 

- une couche externe a base d'un polymere susceptible 
d' interagir avec au moins une molecule biologique, le polymere 
externe est thermosensible et presente une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee 

15 comprise entre 10 et 100°C et de preference entre 20 et 60°C, 
caracterisee par le fait qu'une couche intermediaire est 
presente entre le noyau interne et la couche externe, qui 
isole la charge magnetique dudit noyau interne par rapport a 
ladite couche externe f onctionnalisee . 

20 Selon un mode preferentiel de realisation, la couche 

intermediaire est constitute par au moins : 

- un monomere fonctionnel ou non fonctionnel, pouvant 
polymeriser afin de donner un polymere, et 

- un agent de reticulation. 

25 Selon un autre mode preferentiel de realisation, la couche 
externe est constitute par au moins : 

- un monomere fonctionnel, pouvant polymeriser afin de donner 
un polymere, et 

- un amorceur. 

30 Selon une variante de realisation, le monomere 

fonctionnel est constitue par un monomere cationique, tel que 
le chlorure de 2-aminoethyl methacrylate . 

Selon une autre variante de realisation, le monomere 
fonctionnel est constitue par un monomere anionique, tel qu'un 

35 monomere carboxylique ou sulfate- 
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Quel que soit le mode ou la variante de realisation, 
le polym^re est constitue de polymdres hydrophiles, en 
particulier les derives acrylamines et de preference le 
poly(NIPAM) obtenu par polymerisation de N-isopropylacrylamine 
5 (NIPAM) . - 

Selon le premier mode preferentiel de realisation, 
1' agent de reticulation est constitue par le N, N' -methylene 
bisacrylamide . 

Selon le second mode preferentiel de realisation, 
10 1' amorceur est constitue par au moins un amorceur cationique, 
tel que le chlorure d'azobis (2-amidinopropane) . 

Toujours selon le second mode preferentiel de 
realisation, 1' amorceur est constitue par au moins un amorceur 
anionique, tel que le persulfate de potassium. 
15 Dans tous les cas de figure, la couche externe est 

f onctionnalisee par un groupe amine protone ou amidine. 

La couche externe est f onctionnalisee par un groupe 
carboxylique ou sulfate. 

La presente invention concerne egalement un precede 
20 d'obtention de particules, telles que definies pr6c6demment, 
qui consiste a mettre en presence et a faire reagir : 

- un noyau composite constitue d'une particule organique ou 
inorganique solide, contenant en son sein une charge 
magnetique, 

25 - un monomdre fonctionnel ou non fonctionnel, pouvant 
polymer iser afin de donner un polym^re, et 

- un agent de reticulation, 

jusqu f £ ce que le noyau composite, constituant le noyau 

interne, soit encapsuie et isoie par un melange de polymere et 
30 d' agent de reticulation, et qu' une couche externe A base du 

polymere susceptible d'interagir avec au moins une molecule 

biologique soit formee. 

Selon un mode preferentiel, les particules magnetiques 

cationiques sont realisees par encapsulation par 

35 polymerisation, sur des noyaux composites, des monom^res 
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hydrosolubles d' acrylamide et/ou de derives d' acrylamide en 
presence du chlorure d' azobis (2-amidinopropane) . 

Avantageusement, la polymerisation s'effectue en 
presence de N, N' -methylene bisacrylamide et/ou de chlorure de 
5 2-aminoethyl methacrylate . 

Selon un autre mode pref erentiel, les particules 
magnetiques anioniques sont realisees par encapsulation par 
polymerisation, sur des noyaux composites, des monomeres 
hydrosolubles d' acrylamide ou de derives d f acrylamide en 
10 presence de persulfate de potassium. 

Avantageusement, la polymerisation s'effectue en 
presence de N, N' -methylene bisacrylamide et/ou de monomeres 
carboxyliques . 

Quel que soit le procede mis en ceuvre, prealablement £ 
15 la polymerisation, on recouvre les particules magnetiques, 
obtenues par adsorption ou polymerisation, par au moins une 
substance qui isole la charge magnetique, telle que du 
polystyrene et/ou du polymethacrylate de methyle. 

Pref erentiellement, le procede consiste a utiliser les 
20 reactifs dans une proportion de : 

- 10 a 30% de monomere hydrosoluble d' acrylamide ou d' un 
derive d' acrylamide, 

- au plus 10% d' au moins un agent de r6ticulation, et 

- 1 £ 5% d' au moins un agent stabilisant, 

25 par rapport a la masse totale de la particule obtenue par le 
procede. 

L' invention* concerne encore 1' utilisation de 
particules cationiques, telles que decrites ci-dessus, pour 
immobiliser ou extraire les acides nucleiques ou toutes 

30 entites polyelectrolytiques et pour relarguer et/ou analyser, 
apres separation magnetique, lesdits acides nucleiques ou 
entites, la temperature d' utilisation etant constamment 
inferieure £ la LCST. 

I*' invention concerne enfin 1' utilisation de particules 

35 anioniques, telles que decrites ci-dessus, pour extraire les 
proteines par fixation sur les particules lorsque la 
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8 

temperature est superieure £ la LCST et pour relarguer et/ou 
analyser, apres separation raagnetique, lesdites proteines 
lorsque la temperature est inferieure & la LCST. 



I - Encapsulation des noyaux composites ou particules 
maqnetiques commerciales : 

De nombreuses particules magnetiques sont 

commercial is ees . La surface de ces particules est anionique ou 

10 cationique. En revanche, leur composition n' est jamais 
detaillee. Ces particules possedent un indice de 
polymolecularit6 variable. En effet, les particules Seradyn, 
Spherotec et Dynal sont monodisperses alors que celles de chez 
Estapor, bien qu' ayant un diametre moyen de 1 mm, sont tres 

15 polydisperses . 

Toutes ces particules ont ete testees dans les procedes 
d' amplification d' acides nucleiques et elles engendrent des 
reactions d' inhibition. II est done necessaire de modifier 
leur surface pour pouvoir travailler sur les acides 

20 nucleiques. 

A/ Preparation du latex magnetique hydrophile 
cationique ; 

Les reactions d' encapsulation ont ete realisees sous 
25 atmosphere d' azote et 2l 70°C. 

1 g de particules semence a et6 dilue avec 40 ml d'eau 
milliQ prealablement chauffee k ebullition et degazee sous 
azote. 

Le styrene a ete ajoute simplement lorsque les particules 
30 semence sont hydrophobes. II a ete ajoute seul, avant le debut 
de la synthese, et laisse un certain temps, par exemple entre 
30 et 60 minutes, en contact avec le noyau magnetique 
composite. 

Les monomeres ont ete introduits dans les proportions 
35 suivantes : 
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- NIPAM: 0,3254 g soit 32,5% / semence ( 80%/polymere si la 
sentence contient 60% de ferrite) , 

- BAM: 0,0274 g soit 6,18 mol%/NIPAM, 

- MAE: 0, 0740 g soit 15,5 mol%/NIPAM, et 
5 - V50: 0,0061 g soit 0,80 mol%/NIPAM. 

II y a necessite d'ajouter un tensioactif, par exemple, 
0,14 g de triton X405. 

L' amorceur est introduit avec 1 ml d'eau. Les monomeres 
sont- ajoutes par la suite, lis sont dilues dans 9 ml et ils 
10 sont introduits progressivement dans le reacteur, c' est-a-dire 
dans un intervalle de temps de 15 minutes, ou ils sont 
introduits d'un seul coup des l'ajout de 1' amorceur. 

Dans le cadre de la presente invention, des noyaux 
composites Estapor ont ete encapsulees . Des particules 
15 anioniques (les particules EMI 100/20 et EMI 100/30) et des 
particules cationiques (les particules R95-07) ont ete 
utilisees . 

Les particules preparees a partir des latex EMI 100/20 et 
EMI 100/30 ont permis d' obtenir une densite de charge comprise 
20 entre 50 et 300 millimoles de NH2 (mmol NH2 ) par gramme de 
latex, suivant le mode de polymerisation utilise (reacteur 
ferme, addition dif fere ou en continu) . 

Les particules preparees a partir du latex R95-07 ont 
permis d' obtenir une densite de charge comprise entre 50 et 
25 3 0 0 mmol NH2 par gramme de latex, suivant le mode de 
polym6risation • 

Selon le protocole d' addition des monomeres dans le 
systeme de reaction, on'peut differencier plusieurs methodes 
de polymerisation. 

30 

1 - Polymerisation a reacteur ferme appelee 
« batch » : 

Les monomeres sont introduits dans le reacteur avant le 
debut de reaction avec les autres ingredients et sans ajout 
35 ulterieur. 
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En raison de la difference de reactivite des monomeres, 
ce procede conduit souvent a 1' apparition d'une derive de 
composition. Celle-ci se manifeste par 1' obtention de 
macromolecules ayant des compositions qui varient 
5 considerablement en fonction de la conversion. Cette methode 
s'avere peu efficace pour 1' incorporation en surface car une 
partie importante du monomere f onctionnel risque d' etre perdue 
soit a l'interieur des particules, soit sous forme de polymere 
hydrosoluble. Lorsque la copolymerisation est effectuee en 
10 <c batch » avec des monomeres de nature polaire, on obtient des 
particules plus petites, en grand nombre, mais avec une 
conversion limitee . Ce comportement est lie a 1' importante 
solubilite dans l'eau de ces monomeres, et il est attribue a 
la preponderance du mecanisme de nucleation homogene. 

15 

2 - Polymerisation en semi -con tinu : 

Une partie au moins des monomeres est introduite dans le 
reacteur sur une periode comprise entre le debut de la 
reaction et la fin de celle-ci. Ce rajout peut etre effectue a 

20 une vitesse fixe ou bien suivant un profil donne. Le but est 
de controler 1' addition du melange des monomeres de faqron a 
obtenir un copolymere de composition controlee ; c' est ainsi 
qu'on se place souvent dans des conditions d' addition telles 
que la vitesse de polymerisation soit plus grande que celle 

25 d' addition. Ceci permet d' obtenir des copolymeres homogenes en 
composition. 

3 - Polymerisation par addition differee appelee 
« shot » : 

30 Lors d'une copolymerisation, et une fois que la reaction 

est en cours, le monomere fonctionnel seul, ou en presence du 
monomere de base, est introduit dans le systeme d'une fa<?on 
controlee. Le succes de 1' operation depend done du degre de 
connaissance prealable de la cinetique de copolymerisation. 

35 C'est une methode efficace pour favoriser 1' incorporation 
superficielle. La selection des conditions experimentales 
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(degr6 de conversion au moment de l'addition r composition et 
concentration du melange des monomeres) permet d' optimiser les 
rendements de surface. 

5 4 - Polymerisation sur semen ce : 

Elle consiste a introduire le monomere fonctionnel dans 
le syst&me contenant un latex deja constitue et parfaitement 
caracterise. Le monomere fonctionnel peut §tre additionne pur 
ou en melange avec le monomere de base de la semence, en une 
10 6tape ou en semi-continu . 

Parmi les diff£rentes techniques de polymerisation 
precitees, seules la polymerisation en reacteur ferm6 et la 
polymerisation sur semence ont ete utilis£es . 

15 

B/ Preparation du latex maqn^tique hydrophile anionique : 
Les latex utilises sont constitues d' un coeur de 
polystyrene et de ferrite, ce qui leur confere des propria tes 
magn^tiques. lis sont en outre recouverts, par 

20 polymerisation, de N-isopropylacrylamide (NIPAM) . Un 

r^ticulant, le N, N' -m6thyl6nebisacrylamide (MBA) est ajout6. 
L'amorceur utilise est le persulfate de potassium (K2S2O8)/ ce 
qui explique la presence de groupements sulfates en surface du 
latex, et done son caractere anionique. 

25 

II - Separation des acides nucleiques : 

Cette invention a pour finalite de mettre au point un 
nouveau module de test de diagnostic, qui devrait permettre de 

30 d^celer de mani&re trds pr6coce la presence de g£nes 
infectieux chez un individu. II s'agit d' etablir un protocole 
permettant d' extraire specif iquement des ADN ou des ARN de 
manifere a pouvoir les doser tout en ayant au pr^alable 61imin6 
les proteines pr^sente en grande quantity dans le milieu de 

35 pr616vement. Le support choisi doit dans une premiere 6tape ne 
pas induire de reaction d' inhibition des proc6d6s 
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d' amplification des ADN et des ARN, de type PCR, NASBA ou TMA. 
Cette 6tape 6tant positive, le support devra £tre capable 
d' isoler specif iquement des acides nucleiques en quantite 
suf f isante . 

5 Le support doit done etre hydrophile et ne pas relarguer 

de substances inhibitrices des reactions d' amplification . 

Cette etude consiste a obtenir des latex magnetiques 
cationiques recouverts d'une chevelure hydrophile constitute 
de N-isopropylacrylamide (NIPAM) et fonctionnalisee par le 

10 chlorure de 2-amino6thyl m£thacrylate (AEM) . 

La surface des noyaux composites ou particules 
commerciales a et6 modifite et les noyaux ou particules ont 
6te encapsulees . Les principales particules disponibles sont 
les particules de Dynal, Seradyn, BioMag, Spherotec ou Estapor 

15 (marques deposees) . 

La demande de brevet FR96/04691, deposee le 9 avril 1996 par 
le demandeur, concerne une telle separation des acides 
nucleiques. Son contenu est done int6gre £ la presente demande 
de brevet . 

20 

III - Separation des proteines : 

L'interet des latex est d'etre non seulement 
thermosensible mais aussi magnttique, ce qui permet d'eviter 

25 les e tapes de centrif ugation. Un simple aimant de laboratoire 
permet de separer les particules magnetiques du reste du 
milieu. Cette technique pr6sente done l f interet d'etre plus 
rapide et plus facilement automatisable dans la perspective 
d'une eventuelle utilisation industrielle . 

30 Dans un premier temps, il est necessaire d' optimise r les 

conditions physico-chimiques permettant de concentrer des 
solutions contenant l'albumine humaine (HSA : Human Serum 
Albumine) , proteine module. Dans un deuxieme temps, il faut 
trouver les conditions qui permettent de concentrer 1' ensemble 

35 des proteines presentes dans les urines. 
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Les tests sur des solutions pr<§par6es £ partir de HSA 
seule ont 6te realises avec un coeur EMI 070/60 alors que les 
applications sur les urines ont 6te r^alisees avec un coeur 
EMI 100/20. 

5 Apres lavage des noyaux composites a l'eau milliQ d6gaz6e 

et bouillie sous azote pendant 1 heure, 1 g de latex estapor 

3 

en solution dans 40 cm d'eau est introduit dans le r6acteur, 
maintenu pendant toute 1' experience a 70°C et sous courant 
d' azote. Apr&s ajout de 200 ml de styrene, on laisse gonfler 

10 pendant 2 heures . 

0,0061 g de KPS sont dissous dans 1 ml d'eau. Puis, 
toutes les minutes, on ajoute 1 ml d'une solution de 0,325 g 
de NIPAM, 0,027 g de MBA et 0,14 g de triton (X-405) dans 9 ml 
d'eau ; ce melange est laisse a 1' agitation pendant au moins 

15 10 heures. 

II y a ensuite le lavage du latex. 

Cette operation a pour but d' 61iminer le tensioactif, 
ainsi que les electrolytes et les chaines polym&res libres en 
solution. En effet, le tensioactif peut entralner des 

20 perturbations avec le reactif de Bradford (methode chimique 
utilisee pour doser les prolines) et peut diminuer les 
capacites d' adsorption des latex. 

Le latex utilise 6tant magn6tique, il est tr&s facile, en 
utilisant un aimant, d' enlever le surnageant, de le remplacer 

25 par de l'eau milliQ fraichement permut£e, puis de l'agiter 
vigoureusement en utilisant un vortex. On recommence ce lavage 
jusqu'£ ce que le surnageant soit limpide (on peut aussi 
verifier que la conductivity du latex apres le dernier lavage 
est pratiquement aussi faible que la conductivity de l'eau 

30 milliQ (* 0,02 mS) ) . 



A/ L' albumine du s£rum humain (HSA) ; 

HSA est une proteine modele pour 6tudier diff^rents 
paramfetres, tels que pH, force ionique, permettant de 
35 concentrer la proteine au maximum. 
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II s'agit d'une prot<§ine ellipsoldale de dimensions 
approximatives 4 x 4 x 14 nm et de poids moleculaire voisin de 
62000 g/mol. 

Son potentiel zeta (mesure physico-chimique relative £ la 
5 densite de charge £ la surface de la pajrticule) varie avec le 
pH : la prot^ine HSA est cationique pour pH<PI (Point 
Isoelectrique : valeur du pH pour laquelle la charge nette est 
nulle ; PI=4,8 pour HSA) et anionique pour pH>PI. 



10 B/ Methodes de mesure de la concentration en proteines : 

Le dosage des proteines, par exemple la HSA, est effectue 
en utilisant le reactif de Bradford. Ce dosage est possible 
grace a 1' utilisation du bleu de Coomassie (G 250) qui forme 
un complexe avec les proteines (initialement brun, il se 

15 colore en bleu d' autant plus vif que la concentration en 
proteines augmente) . Le complexe proteine/colorant a un 
coefficient d' extinction tres 61eve, ce qui permet d' avoir une 
methode tres sensible. De plus, la coloration est quasi- 
instantan^e, ce qui permet un dosage rapide. 

20 Tous les dosages Bradford sont r§alis6s dans les memes 

conditions : 15 \il de la solution dont on veut determiner la 
concentration en proteines 

+ 135 nl du tampon ad^quat (pH et force ionique 

voulus) 

25 + 150 \il de reactif de Coomassie. 



1 - Determination de la quantite adsorbee : 
La quantite de proteines adsorbees Ns est donn6e par la 
formule suivante : 
30 Ns (mg.g" 1 ) - V (Ci-Cf) / m 

avec : 

Ci (mg/ml) = concentration initiale en proteines de la 
solution en contact avec le latex ; 

Cf = concentration finale HSA dans le surnageant apres 
35 adsorption ; 

V (ml) - volume total de la solution ; 
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m (g) = masse de latex dans la solution. 

2 - Determination de la quantite desorbee : 
Si les proteines etaient initialement adsorbees sur une 
5 masse m (en g) de latex et que, apres desorption dans un 
volume V (ml) , on determine par dosage Bradford une 
concentration C (mg.ml ) de proteine, alors la quantite 
desorbee est donnee par : 

Ns (mg.g" 1 ) = V*C / m 

10 

C/ Optimisation des parametres ; 

1 - Adsorption de la proteine HSA : 
Dans cette partie, on determine les valeurs du pH, de la 
15 force ionique et de la temperature permettant d f adsorber sur 
les particules de latex le maximum de proteines. 

a . Mode operatoire : 

Les experiences sont realisees dans des tubes 

eppendorf (contenahce maximale : 1,5 ml). 
20 Volume de latex : 100 fil (soit 2,1 mg) 

Volume de la solution de HSA : 2 00 ^1 (masse variable) 
Volume de tampon : 700 ^il 

Etant donne que 1' on introduit 0,2 ml de solution de HSA 
de concentration donnee pour un volume total de 1 ml, la 
25 concentration reelle de la solution de HSA en contact avec le 
latex est obtenue apres correction par un facteur de dilution 
de 0,2. 

b . Influence de la temperature : 

L' influence de la temperature sur 1' adsorption est 
30 notable, independamment du pH. La figure 1 montre la variation 
de la quantite de proteines adsorbees en fonction de la 
concentration initiale en prot6ines, a deux temperatures 
differentes, pour un pH=4,7 et une force ionique de 0,01 
mol/1. 

35 La m§me tendance est observee a pH 5,7 (a 20°C, 

1' adsorption est 30 % plus faible qu'a 40°C) et a pH 8,6. 
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Puisque seule la nature hydrophile/hydrophobe du latex 
varie avec la temperature, cette etude permet de mettre en 
Evidence 1' influence des interactions hydrophobes sur 
1' adsorption. 

5 Le fait que les courbes soient confondues pour les 

premiers points pourrait etre dCt au mode operatoire. Pour 
tester 1' adsorption a 40°C, latex, proteines et tampon ont ete 
melanges a temperature ambiante puis chauffes jusqu'& 40°C. II 
se peut done que, pour les faibles concentrations en HSA, 
10 alors que nous pensions adsorber a 40°C, les proteines 
s' adsorbent sur le latex dans sa forme hydratee car T<32°C. 

c. Influence du temps d' adsorption : 

Dans les conditions jugees optimales pour 1' adsorption, 
on realise une etude cinetique de la quantite adsorbee en 
15 fonction du temps d' incubation. La figure 2 montre que, au 
bout de 30 minutes, on a dej£ adsorbe pratiquement la quantite 
maximale possible. 

d. Influence du pH : 

L' adsorption a 6te realisee pour les pH 4,7, 5,7 et 8,6 

20 pour des concentrations en HSA comprises entre 0 et 0,2 g.l 1 . 
Pour 1' adsorption k pH=8,6, on ne peut tracer la courbe pour 
(HSA)>0,06 g.l"" 1 car la quantite adsorbee etant tres faible, 
(Ci - Cf) est quasiment nulle, et la methode de mesure n' est 
pas assez precise pour detecter cette petite variation. 

25 En superposant les trois courbes obtenues, on obtient le 

graphe de la figure 3 qui met en evidence : 

i) 1' existence d' un palier pour une adsorption de 50 mg 
de proteines par g de latex (saturation des sites 
d' adsorption) ; 

30 ii) une adsorption maximale pour pH=4,7. 

Ce resultat est en accord avec 1' influence des 
interactions electrostatiques : pour pH<PI, la prot6ine est 
cationique et le latex anionique, d'ou une attraction 
electrostatique et une adsorption favorisee, alors que pour 

35 pH>PI, la proteine et le latex sont anioniques, d'ou une 
rSpulsion electrostatique qui reduit la quantite de HSA 
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adsorbee. Cette etude met done en evidence 1' influence des 
forces electrostatiques sur 1' adsorption . 

e. Influence de la force ionique : 
Les courbes donnant la quantite adsorbee en fonction de 
5 la force ionique, pour une meme concentration initiale en 
proteine, sont reproduites sur la figure 4. 

1) pH=4,7 et (HSA)=0,14 mg.ml' 1 et T=40 9 C 

Cette courbe montre que 1' adsorption est maximale pour 
une force ionique faible ; ceci est en accord avec des 
10 interactions electrostatiques attractives, qui favorisent 
d' autant plus 1' adsorption qu' elles sont moins ecrantees au 
fur et a mesure que la salinite du milieu diminue . 
li) pH=8,6 et (HSA)=0,04 mg.ml" 1 et T=40°C 

Cette courbe montre que 1' adsorption est maximale pour 
15 une force ionique elevee ; a pH basique, les interactions 
electrostatiques sont repulsives, done 1' adsorption est 
d' autant plus grande que ces interactions sont ecrantees. 

£ . Influence de la quantite de latex : 
La figure 5 montre que, pour 0,14 mg de HSA et un latex 
20 de taux de solide 2,1 %, on atteint un palier de la quantite 
adsorbee pour un volume de 0,125 ml de latex (soit 2,6 mg) . Ce 
palier correspond a approximativement 5 0 mg de proteines par 
gramme de latex soit, en supposant que les particules de 

latex ont un diametre voisin de 1 mm et une densite de 

3 2 2 

25 1, 85 g/cm (E=3,24 m /g) : 15 mg de HSA par m de polymere. Ce 

resultat est dans la moyenne attendue. 

C est done ce rapport (environ 2 mg de latex pour 0,1 mg 

de proteines) qui sera utilise par la suite, 

g. Bilan pour 1' adsorption : 

30 Les parametres optimises pour l f adsorption sont done : 

P H=4,7 

Fi=0, 01 mol/1 

T=40 9 C 

t=10min 
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D/ Desorption de la proteine HSA ; 

1/ adsorption est realisee dans les conditions optimales 
determinees ci-dessus, puis on etudie les parametres qui 
gouvernent la desorption* 
5 Les premiers tests de desorption ont ete realises dans 

des tubes eppendorf. Tout d'abord, 1' adsorption est conduite 
dans les conditions definies ci-dessus (on verifie que la 
quasi-totalite des proteines presentes dans le milieu sont 
adsorbees). Le surnageant est ensuite soutire puis remplace 
10 par 1 ml de la solution dont on veut etudier la capacite a 
favor iser la desorption. 

Apres un temps de desorption variable, la mesure de la 
densite optique de ce nouveau surnageant permet de deduire la 
quantite de HSA desorbee, done 1' influence du temps de 
15 d6sorption. 

La desorption se fait mieux a pH basique qu' a pH acide, 
et a 20°C mieux qu' a 40°C, ce qui 6tait previsible d' apres 
1' influence du pH et de la temperature. En outre, on a choisi 
un temps d' adsorption faible (« 10 min) car ce delai est 

20 suffisant pour adsorber la quasi-totalite des proteines, et 
que plus les proteines restent en contact avec le latex moins 
la desorption est importante. 

L' influence d' autres parametres etait moins evidente, et 
les resultats obtenus sont detailles ci-dessous. 

25 1 - Influence de Xa force ionique : 

La figure 6 montre 1' influence de la force ionique du 
tampon sur la desorption. 

Cette courbe fait apparaitre la presence d'un maximum de 
desorption pour une force ionique proche de 0,1 mol.l 1 . Ce 

30 resultat est assez surprenant. A pH basique, le latex et HSA 
sont anioniques, done les forces electrostatiques sont 
repulsives. Afin d'augmenter la desorption, il ne faut pas les 
ecranter / il faut a priori une force ionique faible. Mais, 
d' autre part, lorsque la force ionique augmente, la chevelure 

35 de polyNIPAM se trouve en mauvais solvant, done se contracte, 
et les proteines se rapprochent. Comme elles portent la meme 
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charge negative, la repulsion 61ectrostatique entraine la 
desorption d' une certaine quantite de proteines. L' existence 
de deux ph£nom&nes d' influences oppos^es justifie 1' existence 
d'un maximum. 

5 2 - Influence du temps de desorption : 

La figure 7 montre que la quantite d6sorb6e augmente 
legerement lorsque le temps de desorption augmente. Nous avons 
cependant choisi un temps de desorption assez faible (2h) pour 
des raisons pratiques : on desorbe ainsi environ 15% de moins 
10 que ce que l'on pourrait obtenir. 

3 - Bilan pour la desorption : 
Les paramdtres optimises pour la desorption sont done : 

pH>8, 6 
Fi=0, 1 mol/1 
15 T=20°C 

t>2h 

E/ Bilan : concentration de solutions contenant de la 

HSA : 

20 L' adsorption est realisee pour un volume total de 10 ml, 

dans les conditions optimales, dans des tubes "Falcon". Pour 
cela, apres preparation d'une solution de HSA, dans un tampon 
de pH*=4,7 et- de force ionique 0,01 mol/L, de concentration 
telle que la concentration de proteines reellement en contact 

25 avec le latex soit de 0,1 g.l compte tenu de la dilution, on 
introduit 27 mg de latex. 

La quantity adsorbee est environ 0,095 mg.ml 1 (soit 95% 
des proteines initialement pr§sentes) . Apres separation par 
utilisation d f un aimant, la desorption est ensuite realisee en 

30 introduisant 1 ml de tampon de pH=8,6 puis pH=10,8. Dans le 
premier cas, la solution obtenue a une concentration en HSA 
<§gale a 0,23 mg.ml"" 1 (on desorbe 24% de la quantite adsorbee) 
et 0,37 mg.ml" 1 (on desorbe 39%) dans le second. La 
concentration initiale peut done, dans ces conditions, etre 

35 multipliee au maximum par 3,7. 
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IV - APPLICATION AUX URINES : 

A/ Remarque generale ; 
5 Les etudes preliminaires ont ete effectuees sur un milieu 

extremement simple : une seule proteine, de concentration 
connue, dans un milieu tamponne dont tous les parametres ont 
ete determines . 

En revanche, les urines constituent un milieu tres 
10 complexe, contenant plusieurs dizaines de proteines de poids 
moleculaires differents, et riche en sels. Cependant, pour 
etablir la concentration en proteines des urines a partir de 
la densite optique, nous avons utilise les courbes 
d' etalonnage etablies pour *HSA : les resultats obtenus ne sont 
15 done que qualitatifs. De plus, le pH et la concentration en 
proteines des urines depend des personnes et de leur 
alimentation, II est done necessaire de determiner ces valeurs 
pour chaque lot d f urine utilise, 

20 B/ Resultats pour des urines de temoins negatifs ; 

La premiere serie d' experiences a ete realisee en 
utilisant les conditions des tests preliminaires. Dans la 
deuxieme serie, on a modifie certaines etapes en fonction des 
resultats de la premiere serie. 

25 1 - Mode operatoire : 

Apres introduction dans des tubes "Falcon" de 10 ml des 
urines a concentrer et de 27 mg de latex, le melange est place 
au bain-marie a 40°C pendant un temps variable. Ensuite, le 
surnageant est soutire, puis remplace par 1 mL de tampon a 

30 pH=4,7, que l'on enleve presque instantanement : cette 
operation a pour but de laver le latex, sans, en principe, 
desorber. 

Apres ajout de 1 mL de tampon de pH=10,6 et force ionique 
0,01M, on laisse desorber a 20°C pendant un temps t^. Le 
35 dosage Bradford du surnageant permet de determiner la 
concentration totale en proteines desorbees. 



WO 99/35500 



PCT/FR99/00011 



21 



2 - Dosage des proteines (par Bradford) : 

Le pH des urines etudiees est voisin de 7 et la 
concentration initiale en proteines (pour le lot utilise) est 
5 de l'ordre de 0,02 g.l . L 1 analyse des surnageants montre 
que : 

1) il est necessaire d f acidifier les urines ; a leur pH 
naturel proche de 7, l 1 adsorption n f atteint pas 50% des 
proteines presentes, alors qu'elle approche les 80% dans les 

10 urines acidifiees a pH=4,6 ; 

2) l'etape de lavage entraine la perte d' environ 20% des 
proteines adsorbdes ; nous avons done supprimer cette etape 
dans les experiences suivantes . 

L f etude de 1' influence du temps d' adsorption et de 
15 desorption montre que, contrairement aux resultats obtenus 
lors de l f 6tude preliminaire sur HSA, il est necessaire 
d' adsorber pendant au moins 60 mn pour atteindre le palier 
d f adsorption. Apres un temps de desorption de 60 mn dans un 
volume de 1 ml, la solution obtenue est 4 fois plus concentree 
20 en proteines que les urines de depart* Ce resultat est assez 
satisfaisant puisqu'il est en accord avec les tests de 
concentration de HSA seule, meme si, en theorie, on pouvait 
esperer multiplier- la concentration par 10 puisque l'on 
concentre 10 ml en 1 ml. 
25 Cependant, le but final n'est pas de concentrer toutes 

les proteines, mais d'isoler la proteine qui nous interesse. 
D'ofc 1' interet d r analyser les differents echantillons ainsi 
obtenus sur gel d 1 electrophorese, pour mettre en evidence la 
ou les differentes proteines. 

30 

V - CONCLUSIONS ; 

Une etude preliminaire a permis de verifier que 
l 1 utilisation de particules de latex magnetiques et 
thermosensibles permet, en jouant sur differents parametres 
35 physiques (pH, temperature, force ionique), d f adsorber et de 
desorber l'albumine humaine (HSA). II est ainsi possible, a 
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partir d'une solution de 10 ml diluee de cette proteine, de 
passer & une solution de 1 ml environ 4 fois plus concentree. 

En optimisant les parametres, il est possible d 1 adsorber 
jusqu'£ 95% des proteines. Le fait que l'on ne puisse 
5 concentrer plus est dQ £ une desorption incomplete. Afin 
d'augmenter ce taux de desorption, il est envisageable 
d'ajouter des tensioactifs susceptibles de s'echanger avec les 
proteines adsorbees . 

L f application des conditions de concentration optimales 

10 pour HSA aux urines permet d'obtenir des resultats semblables . 
II est possible de multiplier par quatre la concentration en 
proteines d 1 un lot d' urines en desorbant dans un tampon 
approprie. En lyophilisant les echantillons ainsi concentres, 
on peut obtenir un facteur multiplicatif de 100, proche du 

15 taux de concentration obtenu par la methode de precipitation 
au sulfate d' ammonium. Cependant, la solution obtenue apres 
lyophilisation est trop concentree en sels. Une etape de 
dialyse serait done necessaire afin de remplacer le tampon de 
force ionique 0, 1 mol/1 par un milieu moins salin, a moins que 

20 l'on ne decide de desorber dans un milieu de force ionique 
presque nulle, quitte a ne desorber qu'une plus faible 
quantite de proteines. 
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REVINDICATIONS 

1. Particule magnet ique et thermosensible, ayant une 
taille predeterminee comprise entre 0,05 et 10 yin, qui 

5 comprend : 

un noyau composite * interne constitue d'une particule 
organique ou inorganique solide, contenant en son sein une 
charge magnet ique, et 

- une couche externe a base d'un polymere susceptible 
10 d' interagir avec au moins une molecule biologique, le polymere 

externe est thermosensible et presente une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee 
comprise entre 10 et 100°C et de preference entre 20 et 60°C, 
caracterisee par le fait qu ; une couche intermediaire est 
15 presente entre le noyau interne et la couche externe, qui 
isole la charge magnetique dudit noyau interne par rapport a 
ladite couche externe f onctionnalisee . 

2. Particule, selon la revendication 1, caracterisee 
20 par le fait que la couche intermediaire est constitute par au 

moins : 

un monomere fonctionnel ou non fonctionnel, pouvant 
polymeriser afin de donner un polymere, et 

- un agent de reticulation, 

25 

3. Particule, selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee par le fait que la couche 
externe est constitute par au moins : 

- un monomere fonctionnel, pouvant polymeriser afin de donner 
30 un polymere, et 

- un amorceur. 

4. Particule, selon l'une quelconque des 
revenc ii ca tions 2 ou 3, caracterisee par le fait que le 

35 monomere fonctionnel est constitue par un monomere cationique, 
tel que le chlorure de 2-aminoethyl methacrylate . 
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5. Particule, selon 1'une quelconque des 
revendications 2 ou 3, caracterisee par le fait que le 
monomere fonctionnel est constitue par un monomere anionique, 
tel qu'un monomere carboxylique ou sulfate, 

6. Particule, selon l'une quelconque des 
revendications 2 £ 5, caracterisee par le fait que le polymer e 
est constitue de polymeres hydrophiles, en particulier les 
derives acrylamines et de preference le poly(NIPAM) obtenu par 
polymerisation de N-isopropylacrylamine (NIPAM) . 

7. Particule , selon la revendication 2, caracterisee 
par le fait que 1' agent de reticulation est constitue par le 
N, N' -methylene bisacrylamide . 

8. Particule, selon la revendication 3, caracterisee 
par le fait que 1' amorceur est constitue par au moins un 
amorceur cationique, tel que le chlorure d' azobis (2- 
amidinopropane) . 

9. Particule, selon la revendication 3, caracterisee 
par le fait que 1' amorceur est constitue par au moins un 
amorceur anionique, tel que le persulfate de potassium. 

10. Particule, selon l'une quelconque des 
revendications 1^9, caracterisee par le fait que la couche 
externe est fonctionnalisee par un groupe amine protone ou 
amidine . 

11. Particule, selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee par le fait que la couche 
externe est fonctionnalisee par un groupe carboxylique ou 
sulfate . 

12. Procede d' obtention de particules, telles que 
definies selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, 
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caracterise en ce qu # il consiste a mettre en presence et a 
faire reagir : 

- un noyau composite constitue d' une particule organique ou 
inorganique solide, contenant en son sein une charge 

5 magnet ique, 

un monomere fonctionnel ou non fonctionnel, pouvant 
polymeriser afin de donner un polymere, et 

- un agent de reticulation, 

jusqu'a ce que le noyau composite, constituant le noyau 
10 interne, soit encapsule et isole par un melange de polymere et 
d' agent de reticulation, et qu' une couche externe a base du 
polymere susceptible d' interagir avec au moins une molecule 
biologique soit formee. 

15 13. Procede d' obtention de particules, telles que 

definies selon la revendication 12, caracterise en ce que les 
particules magnetiques cationiques sont realisees 

par encapsulation par polymerisation, sur des noyaux 
composites, des monomeres hydrosolubles d' acrylamide et/ou de 

20 derives d' acrylamide en presence du chlorure d' azobis (2- 
amidinopropane) . 

14. Procede, selon la revendication 13, caracterise en 
ce que la polymerisation s'effectue en presence de N, N' - 

25 methylene bisacrylamide et/ou de chlorure de 2-aminoethyl 
methacrylate 

15. Procede d' obtention de particules, telles que 
definies selon la revendication 12, caracterise en ce que les 

30 particules magnetiques anioniques sont realisees par 
encapsulation par polymerisation, sur des noyaux composites, 
des monomeres hydrosolubles d' acrylamide ou de derives 
d' acrylamide en presence de persulfate de potassium. 
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16. Proc^de, selon la revendication 15/ caract6ris6 en 
ce que la polymerisation s'effectue en presence de N, N' - 
methylene bisacrylamide et/ou de monomeres carboxyliques . 

5 17. Proc6d6, selon l'une quelconque des revendications 

12 a 16, caract£ris6 en ce que , prealablement a la 
polymerisation, on recouvre les particules magn£tiques, 
obtenues par adsorption ou polymerisation, par au moins une 
substance qui isole la charge magnet ique, telle que du 
10 polystyrene et/ou du polym6thacrylate de methyle. 

18. Procede, selon l'une quelconque des revendications 
12 a 16, caracterise en ce qu' il consiste a utiliser les 
reactifs dans une proportion de : 

15 - 10 a 30% de monomere hydrosoluble d'acrylamide ou d' un 
derive d' acrylamide, 

- au plus 10% d' au moins un agent de reticulation, et 

- 1 a 5% d'au moins un agent stabilisant, 

par rapport a la masse totale de la particule obtenue par le 
20 proc6de . 

19. Utilisation de particules cationiques, selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, 6 a 8 ou 10, pour 
immobiliser ou extraire les acides nucleiques ou toutes 

25 entit^s poly£lectrolytiques et pour relarguer et/ou analyser, 
apr6s separation magn6tique, lesdits acides nucleiques ou 
entites, la temperature d' utilisation etant constamment 
inf£rieure a la LCST. 

30 20. Utilisation de particules anioniques, selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 3, 5 a 7, 9 ou 11, pour 
extraire les prot^ines par fixation sur les particules lorsque 
la temperature est sup^rieure a la LCST et pour relarguer 
et/ou analyser, apr£s separation magn^tique, lesdites 

35 proteines lorsque la temp6rature est inf^rieure a la LCST. 
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